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Resumen

La insulina es una hormona que en mamiferos desempena diversas
funciones metabdlicas, ademds de estimular el crecimiento de las
células y su diferenciacién. En diferentes ensayos con plantas se ha
reportado que la insulina incrementa el crecimiento a través de la
ruta de senalizacion PI3K, al igual que en mamiferos. A diferencia
de los animales, los vegetales han adaptado su morfogénesis y
desarrollo en respuesta a sefiales ambientales. Los cultivos de células
de tabaco NT-1 en suspensién son un modelo de investigacién
usado ampliamente en estudios de biologia celular y molecular de
plantas. En este trabajo encontramos que la adicién de 1.23 nM y
12.3 nM de insulina a los cultivos NT-1 durante la fase estacionaria
increment6 la masay volumen celular a través de la activacion de la
ruta de sefalizacién PI3K.
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Abstract

Insulin is an hormone that in mammals plays several metabolic
functions in addition to stimulate cell growth and differentiation. In
different trials in plants, it has been reported that insulin increases
growth through PI3K signaling pathway, like that found in
mammals. Unlike animals, plants have adapted their morphogenesis
and development in response to environmental signals. NT-1
suspension cell cultures are a research model widely used in studies
of cellular and molecular biology of plants. In this work we found
that addition of 1.23 nM and 12.3 nM of insulin during the
stationary phase of NT-1 suspension cell cultures, increased mass
and cell volume through of PI3K signaling pathway activation.
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Introduccion

Los cultivos de células vegetales en suspensiéon consisten de
células aisladas y dispuestas en racimos que proceden de un
fragmento de la planta (explante) crecido iz vitro en medio
nutritivo suplementado con fitoreguladores (principalmente
auxinas y citocininas). Dicho explante en tales condiciones,
crece como una masa de células indiferenciadas conocida como
callo. Cuando el tejido calloso es transferido a medio liquido
se obtienen cultivos celulares en suspensién (Franklin y Dixon,
1994; Loyola-Vargas y Védzquez-Flota, 2006).
ventajas Unicas como homogeneidad, el control

Estos cultivos
presentan
de pardmetros extracelulares y la continua disponibilidad de
biomasa. Los cultivos en suspension del género Nicotiana como
modelo de investigacién se han usado ampliamente en estudios
de biologfa celular y molecular de plantas. El crecimiento de
las células vegetales en suspensién presenta una cinética que
comprende tres fases: i) Lag o de adaptacién al medio, (ii) Logo
de crecimiento exponencial y (iii) estacionaria. En cada una de
las fases antes mencionadas se presentan varios tamanos celulares,
ademds de una gran diversidad en la expresién genética (Nagata
et al., 2004). Durante la fase estacionaria los cultivos muestran
una alta expresién de genes que codifican para proteinas cinasas
transmembranales, canales i6nicos y factores de transcripcidn, lo
que sugiere que durante esta etapa se lleva a cabo la captacién
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de sefales extracelulares (Matsuoka et a/., 2004). En mamiferos,
se ha reportado que la insulina es una hormona que desempena
un papel central en metabolismo de carbohidratos y otras
biomoléculas, ademds de estimular el crecimiento de las células
y su diferenciacién. Después del descubrimiento de la insulina,
Collip en1923 reporté la presencia en plantas de sustancias
parecidas a la insulina a las cuales denominé “glucocininas”. En
1999 Sénchez de Jiménez et al., mostraron que la adicién de 1.23
nM (200 mU/ml) de insulina bovina a semillas de maiz aceleraba
la germinacién y el crecimiento de pldntulas. Posteriormente,
este mismo grupo de investigacion purific a partir de ejes
embrionarios de maiz una proteina de 20 kDa (Beltrdn-Pena,
1997) con actividad similar a la insulina bovina (Garcia-Flores
et al., 2001).

La activacién de la cascada de senalizacién por insulina o
factores de crecimiento parecidos a la insulina en mamiferos,
inicia cuando ésta se une a su receptor, el cual se autofosforila, y
cataliza la fosforilacién de proteinas celulares activando diversas
rutas de sefializacién; entre ellas, la cascada de la fosfatidil
inositol-3-cinasa (PI3K) y la ruta de las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) (Saltiel y Kahn, 2001). La
cinasa PI3K cataliza la fosforilacién del lipido de membrana, el
fosfatidil inositol 4,5 difosfato (PIP2) a fosfatidil inositol 3,4,5

trifosfato (PIP3). El PIP3 permite entonces, el reclutamiento en

Revista de la DES Ciencias Biolégico Agropecuarias, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo



la membrana plasmdtica de proteinas como las cinasas PDK1 y
PKB/Akt. PDK1 fosforila y activa a PKB/Akt que a su vez activa
a la cinasa mTOR, la cual fosforila a la proteina de enlace al
factor de inicio de la traduccién elF4E (4EBP) y a la cinasa de
la proteina ribosomal S6 (S6K) (Manning y Cantley, 2003).
Para estudiar la cascada de sefializacién de PI3K ha sido de gran
utilidad el uso de inhibidores farmacolégicos (Pearson et al.,
1995); uno de ellos es el LY294002 que acttia iz vivo como un
inhibidor altamente selectivo de la PI3K en mamiferos (Vlahos,
1994). Otro es la rapamicina, ésta se une a la inmunofilina
FKBP12, para formar un complejo que se enlaza a mTOR,
bloqueando asi la fosforilacién de S6K y 4EBP (Brunn et
al., 1996). Con base a los antecedentes citados, en el presente
estudio se analizaron los cambios que induce la insulina sobre
el crecimiento de los cultivos celulares NT-1 y se determind si
dichas alteraciones involucraban a la cascada de sefalizacién

PI3K.
Materiales y métodos

Cultivos celulares NT-1

Los cultivos de células de Nicotiana tabacum N'T-1 en suspensién
se crecieron y mantuvieron en medio Murashige y Skoog (MS)
suplementado con sacarosa al 3%, 0.2 g/l de KH,PO,, 0.2
mg/l de 2,4-D y una mezcla de vitaminas (tiamina/mioinositol,
1.0/100 mg/l) (Nagata ez al., 1992). Las células se subcultivaron
cada siete dfas inoculando 3.5 ml de un cultivo NT-1 en fase
estacionaria a 50 ml de medio fresco e incubando los cultivos a

25 °C en oscuridad con agitacién constante a 120 rpm (Franklin
y Dixon, 1994).

Ensayos con insulina e inhibidores

100 ml de un cultivo celular NT-1 de siete dias de edad, se
fileré y lavé con un litro de medio MS (sin vitaminas ni auxinas)
y agitacién suave con una espdtula. Las células lavadas se
resuspendieron en 100 ml de medio MS, se tomaron alicuotas de
7 ml de dicho cultivo para inocular tres matraces con 100 ml de
medio suplementado con 0, 1.23 nM y 12.3 nM de insulina. La
solucién stock de insulina (1405 pU/pl) se prepard disolviendo
1.0 mg de insulina (equivalente a 28.1 U) en 20 ml de agua
tridestilada y se esterilizé por filtracién. En otros experimentos,
ademds de la adicién de insulina a diferentes concentraciones,
los cultivos fueron suplementados con 30 uM de LY294002 y
20 nM de rapamicina. Las soluciones stock de los inhibidores
se prepararon disolviendo ambos compuestos en etanol puro.
La insulina y los inhibidores se adicionaron al mismo tiempo en
la fase estacionaria, es decir, cuando se inocularon los diferentes
medios con las células lavadas y resuspendidas en medio fresco.

Determinacion de los pardmetros de las cinéticas de
crecimiento (VPC, PF, PS), proteinas totales, indice
mitdtico y tamaiio celular

Las cinéticas de crecimiento se determinaron tomando alicuotas
diarias de 3 ml de los cultivos de 100 ml donde se evaluaron los
siguientes pardmetros: Volimen de Paquete Celular (VPC); 3 ml
del cultivo se centrifugaron a 2000 rpm /5 min en tubos Falcon
de 15 ml, el VPC se determiné de acuerdo a la graduacion del
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tubo. Peso Fresco: Las muestras se filtraron sobre papel Whatman
No. 1 (puesto previamente a peso constante a 80 °C), se pesaron
y la diferencia de peso fue registrada. Peso Seco: Las muestras
filtradas sobre un papel Whatman No. 1 (a peso constante) se
secaron toda la noche en una estufa a 80 °C. El peso seco se
determiné por diferencia de peso.

Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford:
Se extrajeron las proteinas totales moliendo las muestras con
nitrégeno liquido, al polvo obtenido se adicioné una mezcla
de amortiguadores de extraccién de proteinas (Q y G7) en
relacién 1:1. Buffer Q: Tris-HCI 0.2 M, KCI 0.2 M, MgCl, 35
mM, EGTA 25 mM, sacarosa 0.2 M, Polietilen-10-tridecileter
2%, Heparina 0.5 mg/ml y 2-mercaptoetanol 100 mM. Buffer
G7: KCI 100 mM, Hepes 20 mM, EDTA 0.2 mM, Glicerol
10%, Tritén X-100 0.1%, Benzamidina 10 mM y el inhibidor
de proteasas fenilmetansulfonilfluoruro (PMSF) 2 mM. Los
extractos celulares fueron centrifugados 10 min a 8000 rpm, el
sobrenadante de cada una de las muestras se separé y se congeld
a-20 °C. La cuantificacién de las proteinas se realiz6 interpolando
los valores de absorbencia (Abs) de las muestras problema en
una curva estandar de albdmina sérica de bovino (BSA). Esta
tltima se obtuvo con diferentes alicuotas de una solucién de BSA
llevadas a un volumen de 800 pl con agua tridestilada, donde
se adicionaron 200 pl de reactivo Bradford a cada una de las
muestras. La Abs fue leida a 595 nm en un espectrofotémetro
Beckman 650.

Indice mitético. Las células se colectaron con puntas de 1ml
-recortadas de la punta- e incubaron en hielo durante 15-20
min; una vez retirado el sobrenadante, las células sedimentadas
se resuspendieron en un volumen -igual al colectado- de solucién
fijadora de paraformaldehido-glutaraldehido y se incubaron por
lo menos 12 horas a 4 °C. La solucién fijadora fue retirada y
se anadieron 0.5 ml de PBS 1X y 1 pl de solucién stock de
DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) (1 pg/ml), posteriormente se
incubaron por un minimo de 6 h a 4 °C. El indice mitético
se determind por microscopia de epifluorescencia contando el
nimero de células en mitosis dividido por el nimero total de
células contadas (400 células) y multiplicado por 100 (Singh,
2002). Se tomaron fotografias de las células NT-1 tenidas con
DAPI en un microscopio NIKON de epifluorescencia con cdmara
COOLPIXS10 VR de 6.0 megapixeles 10X zoom. Con ayuda
del analizador grafico Image] 1.43u, se midieron la longitud y el
ancho de 40 células por tratamiento (Mravec ez al., 2008).

La solucién fijadora de paraformaldehido—glutaraldehido fue
preparada en la siguiente forma: se calentaron 25 ml de buffer de
fosfatos salinos 1X (PBS) pH 7.4 a 60-70 °C, adicién lenta de
2g de paraformaldehido (4% w/v) con agitacién constante hasta
su disolucién. Se dejé enfriar para afiadir 3 ml de glutaraldehido
acuoso al 50%. La solucién se aforé a 50 ml con PBS 1X pH 7.4
y fue almacenada a 4 °C.

Resultados

Efecto de la insulina sobre el crecimiento de las células de
N. tabacum (NT-1) en suspension

Las cinéticas de crecimiento obtenidas mostraron las fases de
crecimiento caracteristicas de los cultivos celulares en suspension:
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Lag en los primeros dias del cultivo, Log del tercero al sexto dia, a
partirdel cuallos cultivosentraron en fase estacionaria. Elaumento
en peso fresco en los cultivos NT-1 se observé marcadamente en
los tltimos dias de la cinética en ambos tratamientos con insulina
(Fig. 1A). Mientras que el control mostré un decremento en

el crecimiento durante la fase estacionaria. Por otra parte, el
incremento de peso seco se representa en la Fig. 1B, donde
se observé que ambos tratamientos con insulina indujeron un
aumento en el crecimiento desde el segundo dia de la cinética,
siendo la concentracién de 1.23 nM  la mds significativa. En la
Fig. 1C donde se muestra el crecimiento evaluado por VPC,
pardmetro que refleja el tamano celular, podemos observar que el
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ontrol .
05| T&1123nM volumen celular respecto al de 12.3 nM. Sin embargo, ambos
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Figura 1. Crecimiento de los cultivos celulares de N. tabacum -1 en suspensiéon
inducido por insulina. (A) Peso fresco. (B) Peso seco. (C) Volumen de paquete
celular de alicuotas de 3ml. Cultivos con diferentes tratamientos de insulina:
Control, 1.23nM y 12.3 nM . ANOVA. P=0.05; n=3. STATISTICA ver. 8.0

Figura 2. Cinéticas de crecimiento de los cultivos celulares de N. tabacum
-1 evaluadas por proteinas totales. Cuantificacion de proteinas de los cultivos
de tabaco en suspension, suplementados con insulina. ANOVA P=0.05; n=3.
STATISTICA ver. 8.0
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento de los cultivos de N. tabacum -1 suplementados con insulina e inhibidores LY294002 y rapamicina, determinadas por peso
seco. Cultivos ensayados en medios suplementados con 1.23 nM y 12.3 nM de insulina mas 20 nM de rapamicina y 30 uM de LY294002 con sus respectivos controles. ANOVA

n=2. STATISTICA ver. 8.0

que el sistema que utilizamos en el presente estudio es un cultivo
de células en suspensién, decidimos ensayar 20 nM de rapamicina
y 30 pM de LY294002. Como podemos observar en las figuras
3 y 4, donde se muestran las evaluaciones de las cinéticas de
crecimiento de los cultivos de células NT-1 en suspensién por
peso seco y VPC respectivamente; 20 nM de rapamicina ocasiond
una disminucién del crecimiento estimulado por 1.23 nM y 12.3
nM de insulina, comportdndose de manera similar al control. Es
decir, que en presencia de rapamicina el efecto estimulador de
la insulina sobre el crecimiento celular, fue nulificado. Por otra
parte, en los cultivos donde se agregd 30 uM de LY294002 el
crecimiento fue abatido en todos los cultivos, lo que indicé que
dicha concentracién resultd téxica para las células.

Indice mitético y tamaiio celular de los cultivos NT-1 en
suspension con insulina y rapamicina

Las células cuando crecen necesitan = sintetizar proteinas para
aumentar de tamafio y as{ poder dividirse (Morgan, 2007). La
divisién celular puede cuantificarse midiendo el porcentaje de

indice mitético (IM), el cual indica la cantidad de células en
divisién. Los porcentajes encontrados en este estudio fueron
en condiciones control: 1% en la fase Lag, 15% en la Log y
2.5% en la fase estacionaria, notdndose un incremento de dicho
pardmetro en los cultivos suplementados con insulina a 1.23 nM
donde el indice mitStico en la fase Lag fue de 1.3%, Log 20%
y estacionaria 7.5%. Mientras que con 12.3 nM correspondié a
1.2% en la fase Lag, en la fase Log 19% y en la fase estacionaria
de 4.0% (Fig. 5). Podemos observar en la Fig. 5 que los cultivos a
los que se adicioné rapamicina al medio de cultivo, mantuvieron
un i{ndice mitético menor a los tratamientos con insulina y
similares al control.

En lo que concierne al tamafio celular, encontramos que
las células de los cultivos con insulina a las dos concentraciones
ensayadas, presentaron un tamafio mayor respecto al control en
las fases de crecimiento Lag y estacionaria, siendo dicho efecto
mds marcado en esta Ultima fase. Mientras que los cultivos
suplementados con insulina y rapamicina en las dos fases antes
mencionadas, mostraron tamanos similares al control (datos no
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento de los cultivos celulares NT-1 suplementados con insulina e inhibidores LY294002 y rapamicina, evaluadas por VPC. Cultivos
suplementados con insulina y los inhibidores de la ruta PI3K/TOR. ANOVA n=2. STATISTICA ver. 8.0
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Figura 5. indice mitético de los cultivos celulares NT-1 suplementados con insulina y rapamicina. El crecimiento fue determinado durante ocho dfas en los cultivos

con tratamiento de insulina mas rapamicina y controles. ANOVA P=0.05; n=2. STATISTICA ver. 8.0
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mostrados). En la Fig. 6 se presentan las imdgenes de las células
tefiidas con DAPI de los tratamientos con insulina y con insulina
mds rapamicina en fase de crecimiento Log. Podemos observar
que las células en ambos tratamientos, 1.23 nM y 12.3 nM de
insulina, mostraron un tamafo menor al control. En la misma
figura se aprecia como las células de los cultivos suplementados
con insulina y rapamicina presentan una morfologia semejante al
control. Para determinar cuantitativamente si el tamafio celular
se modificaba por efecto de la insulina, medimos las células con
un analizador de imdgenes. En la Fig. 6B, podemos observar que
la poblacién con células més pequefias fue la proveniente de los
cultivos adicionados con 1.23 nM de insulina. Por otra parte,
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el tamafo de las células tratadas con ambas concentraciones
de insulina y rapamicina fue similar al control, presentdndose
incluso células con un tamafio mayor que el control bajo el efecto

de 1.23 nM de insulina (Fig. 6C).

Discusién

El crecimiento de las células de Nicotiana tabacum-1 (NT-1) en
suspensién y adicionadas de insulina se monitored durante ocho
dias. Los pardmetros de crecimiento determinados fueron: peso
fresco, peso seco y volumen de paquete celular. Se obtuvieron las
cinéticas de crecimiento (Figuras 1, 2), las cuales fueron similares
a las de células de tabaco BY-2 en suspensién descritas por

20

15

Ancho (pm)

0 - ; , , )
0 10 20 30 40

Largo (um)

4CONTROL M11.23nM/rapamicina A1 12.3 nM/rapamicin:

Figura 6. Morfologia de las células de los cultivos NT-1 suplementados con insulina e insulina mas rapamicina. A) Imagenes representativas de células tefiidas
con DAPI en fase Log -4 dias- en medios de cultivo adicionados con dos concentraciones de insulina e insulina mas 20nM de rapamicina. Las células se observaron en un
microscopio Nikon de epifluorescencia. B y C) Tamafio de las células de los cultivos NT-1en fase Log. B) Células provenientes de cultivos suplementados con insulina a dos
concentraciones. C) Células de cultivos adicionados con insulina mas 20 nM de rapamicina. Las mediciones se hicieron a 40 células de 4 dias de crecimiento con ayuda del
programa Image ] 1.43u.
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Matsuoka (2004). Al cuantificar el crecimiento por peso fresco y
seco, se obtuvieron curvas diferentes entre estos pardmetros (Fig.
1), lo anterior podria deberse a que al medir el peso fresco, las
células retienen agua del medio de cultivo, razén por la cual es mds
confiable cuantificar la masa de las células NT-1 por peso seco. En
cuanto al volumen de paquete celular (Fig. 2), el incremento de
tamafio se observa marcadamente en los cultivos celulares N'T-1
suplementados con insulina (1.23 nM y 12.3 nM). El aumento
del crecimiento que encontramos en los cultivos NT-1 por
efecto de la insulina, coincide con lo reportado anteriormente
por diferentes autores, como en el caso del incremento en la
germinacion de las semillas en diferentes especies vegetales como
espinaca, pepino, sandia, semillas de girasol y de maiz (Collier e¢
al., 1987; Goodman y Davies, 1993; Sinchez de Jiménez et al.,
1999). En lo que concierne a la respuesta de las células NT-1 a
la insulina, en el presente estudio observamos un incremento en
el crecimiento, al igual de lo reportado por Turck ez al. (2004)
en cultivos de Arabidopsis por efecto de auxinas y citocininas. El
incremento de proteinas observado durante la fase Log (Fig.
2), podria explicarse por el hecho de que la insulina dispara la
cascada de senalizacién PI3K, induciendo un incremento en la
sintesis de proteinas con el consiguiente aumento de masa de las
células NT-1, lo que les permite posteriormente dividirse (Fingar
y Blenis, 2004). En nuestros cultivos, ambas concentraciones
de insulina (1.23 nM y 12.3 nM) indujeron un aumento en el
crecimiento, a diferencia de lo reportado en estudios con ejes
embrionarios de maiz donde la concentracién de 1.23 nM de
insulina estimulaba el crecimiento y 12.3 nM lo inhibfa (Sdnchez
de Jiménez et al. 1999). En mamiferos la insulina y factores de
crecimiento activan la cascada de senalizacién PI3K (Saltiel y
Kahn, 2001), esta ruta también ha sido implicada en plantas en
la respuesta a insulina, con el uso de inhibidores de la cascada
PI3K como son wortmanina y rapamicina (Sdnchez de Jiménez
et al. 1999). Para comprobar si la ruta PI3K participa en el
crecimiento de las células de tabaco N'T-1 en suspensién mediado
por insulina, en este trabajo, ensayamos los inhibidores LY294002
y rapamicina. La susceptibilidad a rapamicina es ampliamente
conocida entre eucariontes. Sin embargo, hay reportes de una
resistencia de Arabidopsis a la accién de la rapamicina, aunque las
algas verdes como Chlamydomonas reinhardtiin son susceptibles
(Crespo et al., 2005). En el presente estudio observamos que la
rapamicina (Figs. 3 y 4) inhibié el crecimiento de los cultivos
tratados con insulina, al igual que lo reportado para maiz
(Sénchez de Jiménez et al., 1999) y a diferencia de los cultivos
en suspension de Arabidopsis donde la rapamicina no alterd
el crecimiento celular (Turck ef al, en 2004). Respecto a los
cultivos NT-1 suplementados con insulina y LY294004 (Figs. 3
y 4), la concentracién de 30 pM de dicho inhibidor fue téxica
a diferencia de lo reportado por Turck et al. (2004) donde los
cultivos en suspensién de Arabidopsis inhibieron su crecimiento
en presencia de £Y294004 a 50 uM, concentracién atin mds alta
que la empleada en el presente estudio.

Se tienen valores de indice mitdtico reportados para las
células de tabaco TBY-2 en suspensién, en la fase Lag 3.4%, en
la Log 10.6% y en la estacionaria de 0% (Matsuoka ez al., 2004)
que fueron similares a los obtenidos para los cultivos NT-1 (Fig.
5). La disminucién de indice mitético, peso seco y VPC como

consecuencia del uso de rapamicina, comprueba la implicacién
de la ruta PI3K disparada por insulina. Previamente se habian
reportado variaciones en el tamafio celular de los cultivos TBY-2,
donde células grandes se presentaban en las fases Lag y estacionaria
y pequeias en la Log (Nagata ez al., 1992). En la fase Lag debido
a la adapracién al medio y en la estacionaria por el agotamiento
de nutrientes, lleva a las células a obtener una masa critica sin
una posterior divisién celular (Sano et al., 1999). En el presente
estudio observamos que las células suplementadas con ambas
concentraciones de insulina fueron mis grandes durante las fases
Lag y estacionaria respecto al control. Mientras que durante
la fase Log, las células de cultivos suplementados con ambas
concentraciones de insulina presentaron un menor tamano, lo
cual fue mds evidente con la concentracién de 1.23 nM (Figs.
6B, 6C). Ademds, los efectos mitogénicos antes sefialados fueron
revertidos en presencia de rapamicina. Por lo antes mencionado,
1.23 nM
y 12.3 nM  promueve el crecimiento de las células de tabaco

concluimos que la insulina en concentraciones de

NT-1 en suspensién a través de la ruta de sefalizacién PI3K,
induciendo tanto aumento en tamafilo como incremento en

proliferacién celular.
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